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RESUMO 
Introdução: A retocolectomia total com reservatório ileal (RI) e anastomose ao canal anal tem 
sido considerada o tratamento cirúrgico padrão para doentes portadores de retocolite 
ulcerativa (RCU) refratária ao tratamento clínico e para pacientes com polipose adenomatosa 
familiar (PAF) com mais de 20 pólipos retais. Bolsite é uma das complicações mais comuns 
após este procedimento nos pacientes com RCU. Defeitos na autofagia têm sido relatados em 
doenças inflamatórias intestinais. No entanto, não há estudos na mucosa do RI. Objetivo: 
Avaliar marcadores moleculares de autofagia na mucosa do RI de pacientes com RCU ou com 
PAF comparando-os com controle de íleo distal normal. Casuística e Método: Dezesseis 
pacientes submetidos à retocolectomia total e confecção do RI em “J”, assintomáticos e com 
RI endoscopicamente normal foram avaliados. O grupo controle foi constituído por 8 pacientes 
com colonoscopia normal. As biópsias foram congeladas em nitrogênio líquido e os níveis 
proteicos e transcricionais dos marcadores de autofagia foram avaliados por meio de 
imunoblot de extrato proteico total e por PCR em Tempo Real (qPCR), respectivamente. A 
ausência de ileíte do RI foi determinada por parâmetros clínicos, histológicos e endoscópicos, 
de acordo com o Índice de Atividade da Ileíte do RI. O presente estudo foi aprovado pelo 
Comitê de Ética em Pesquisa da Unicamp e os participantes assinaram o termo de 
consentimento livre e esclarecido (TCLE). Utilizaram-se testes não paramétricos para a 
análise estatística. Nível de significância adotado foi p<0,05. Resultados: Houve uma 
diminuição significativa nos níveis transcricionais de ATG5, MAP1LC3A e BAX no grupo PAF 
(p<0,05). Encontrou-se também uma diminuição dos níveis proteicos de Beclin-1 nos 
pacientes com RCU ou PAF em comparação ao grupo controle (p<0,05). Embora os níveis de 
LC3-II por imunoblot estivessem maiores no grupo RCU, a colocalização LC3/p62 foi menor 
na análise quantitativa da imunofluorescência dos grupos RCU e PAF em comparação ao 
grupo controle (p<0,05). Corroborando com esses resultados, houve aumento dos níveis de 
p62 por imunoblot no grupo RCU. Conclusão: Esses achados indicam a modulação de 
marcadores da macroautofagia no RI, tanto de RCU quanto de PAF, o que pode contribuir 
com o processo inflamatório da mucosa nesses reservatórios. 
 
Palavras-chave: doença inflamatória intestinal, retocolite ulcerativa, polipose adenomatosa 
familiar, autofagia. 
ABSTRACT 
Introduction: Total retocolectomy with ileal pouch-anal anastomosis (IPAA) is the surgery of 
choice for patients with ulcerative colitis (UC) that are refractory to clinical treatment and with 
familial adenomatous polyposis (FAP) with many rectal polyps. Pouchitis is one of the most 
common complications after this procedure in UC patients. Defects in autophagy have been 
reported in inflammatory bowel diseases. However, there are no studies on the ileal pouch (IP). 
Aim: To evaluate markers for autophagy in the IP mucosa of UC or FAP patients comparing 
them to controls with a normal distal ileum. Patients and Method: Sixteen patients with IP in “J” 
shape, asymptomatic and with endoscopically normal IP were evaluated. The control group 
consisted of eight patients with normal colonoscopy. The specimens were snap- frozen and the 
protein and transcriptional levels of autophagy markers were determined by immunoblot of total 
protein extract and by Real-Time PCR, respectively. The absence of pouchitis was assessed 
by clinical, histological and endoscopic parameters, according to the Pouchitis Disease Activity 
Index (PDAI). The Unicamp ethical committee approved the study and informed consent was 
signed by all participants. Non-parametric tests were applied for statistical analysis. The level 
of significance was p<0.05. Results: There was a significant decrease in the transcriptional 
levels of ATG5, MAP1LC3A and BAX in the FAP group. There was also a decrease in the 
protein level of Beclin-1 in the UC and FAP patients compared to the control group. Although 
the LC3-II levels by immunoblot were higher in the UC group, LC3/p62 co-localization were 
lower in the immunofluorescence analysis in the UC and FAP compared to the control group. 
Corroborating these results, there was an increase of p62 by immunoblot in the UC group. 
Conclusion: These findings indicated a modulation of macroautophagy markers in the IP, from 
both UC and FAP, which may contribute to the inflammatory process of the mucosa in the 
pouch. 
Key words: inflammatory bowel disease, ulcerative colitis, familial adenomatous polyposis, 
autophagy. 
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1. INTRODUÇÃO
1.1 Considerações Gerais 
A retocolite ulcerativa (RCU) é uma doença inflamatória intestinal crônica que 
afeta o cólon e o reto, de etiologia não completamente estabelecida, que atinge ambos 
os sexos, com predomínio em adultos jovens (SCALDAFERRI; FIOCCHI, 2007). A 
polipose adenomatosa familiar (PAF) é uma doença autossômica dominante que 
acomete indivíduos jovens e está associada à formação de múltiplos pólipos em todo 
o cólon e reto, que, invariavelmente, implica em maior risco para o desenvolvimento
de câncer (HALF et al., 2009). Ambas as doenças, apesar de apresentarem 
fisiopatologias distintas, podem requerer o mesmo procedimento cirúrgico, o que 
motivou a escolha desses pacientes para compor os grupos deste estudo. 
(SCALDAFERRI; FIOCCHI, 2007) (HALF et al., 2009). 
A retocolectomia total com reservatório ileal (RI) e anastomose ao canal anal, do 
inglês, ileal pouch-anal anastomosis (IPAA), com preservação da função esfincteriana, 
é a cirurgia de escolha para doentes com RCU refratária ao tratamento clínico e para 
aqueles com PAF com múltiplos pólipos retais (MCGUIRE; BRANNIGAN; CONNELL, 
2007). O reservatório em “J” tem sido o mais utilizado, descrito por Utsunomia e cols. 
(UTSUNOMIYA et al., 1980), com acompanhamento por longo prazo, tendo como as 
principais vantagens a facilidade da técnica cirúrgica e melhor função de esvaziamento 
do RI. (LOVEGROVE et al., 2006). 
Embora nas últimas duas décadas, a retocolectomia total com reservatório ileal 
(RI) e anastomose ao canal anal seja a melhor opção para o tratamento destas 
afecções, é considerada uma cirurgia de grande porte e está associada à elevada 
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morbidade, apesar de baixa mortalidade (GÓES et al., 1995) (SHEN, 2012). A 
complicação mais comum que acomete os pacientes submetidos a esta técnica 
cirúrgica é a ileíte primária do RI (bolsite ou do inglês, pouchitis), principalmente nos 
portadores de RCU (SHEN, 2012). 
Figura 1 – Representação cirúrgica da retocolectomia total e confecção do reservatório ileal (RI). 
(Imagem elaborada por Leal RF). A- Limites de ressecção do intestino grosso e reto. B- Anastomose 
do RI na região anal. C- Ileostomia de proteção. 
1.2 Ileíte do reservatório ileal 
A ileíte primária do RI é a inflamação inespecífica do RI (KIEHNE et al., 2006) 
(figura 2). A incidência varia bastante, podendo atingir até 45% nos pacientes com 
RCU nas diferentes casuísticas, enquanto nos pacientes com PAF é de 
aproximadamente 5% [(KIEHNE et al., 2006) (LEAL et al., 2008)]. Devido à diferença 
na incidência da ileíte do RI entre os pacientes com RCU ou PAF, tem-se postulado 
que esta complicação possa ser devida aos mecanismos fisiopatológico 
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 desencadeantes da RCU no RI, uma vez que vias inflamatórias ativadas na mucosa 
  do RI são similares àquelas encontradas em mucosa colorretal de paciente com RCU 
 ativa (LOVEGROVE et al., 2006). 
A ileíte do RI pode ser aguda, de evolução com menos de três meses, ou 
crônica, com evolução de mais de três meses. O diagnóstico é fundamentado nas 
manifestações clínicas, achados endoscópicos   e histológicos. É caracterizada 
clinicamente por urgência fecal, aumento do número de evacuações, cólicas 
abdominais, evacuações diarreicas noturnas, podendo ser acompanhada de febre, 
mialgia e artralgia [(SHEN, 2012) (HATA et al., 2009) (PAIVA et al., 2011)]. A etiologia 
da ileíte do RI tem sido investigada, no entanto, fatores como: susceptibilidade 
genética, ambientais, estase fecal, isquemia, deficiência de ácidos graxos de cadeia 
curta e presença de ácidos biliares não conjugados que são potencialmente 
citotóxicos para a mucosa, podem estar associados ao processo (PAIVA et al., 2011). 
A disbiose também tem sido implicada como um fator desencadeante da ileíte 
do RI, já que seu desenvolvimento invariavelmente ocorra após o fechamento da 
ileostomia, quando a mucosa do RI fica exposta ao trânsito fecal. (SHEN, 2012). 
Demonstrou-se que as defensinas α e β, peptídeos catiônicos secretados pela 
mucosa intestinal e importantes no controle da disbiose intestinal, são pouco 
expressos nos RI de pacientes com RCU e estão presentes nos pacientes com PAF. 
Além disso, a infecção concomitante por patógenos, como o Clostridium difficile, pode 
contribuir para a exacerbação da doença [(SHEN, 2012) (HATA et al., 2009)]. A 
antibioticoterapia é a principal modalidade de tratamento, com eficácia clínica na 
grande maioria dos casos, sendo o manejo de pacientes com ileíte do RI refratária a 
antibióticos um grande desafio (SHEN, 2012). 
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Existem poucos estudos na literatura demonstrando quais são os mecanismos 
moleculares inflamatórios envolvidos na inflamação do RI. Sabe-se que diversos 
mediadores inflamatórios são produzidos, a partir de estímulos intraluminais, levando 
à liberação de citocinas pró-inflamatórias, que estimulam a proliferação e ativação de 
linfócitos, considerados importantes reguladores na doença inflamatória intestinal (DII) 
[(YOUSEFI et al., 2006) (LEAL et al., 2010)]. 
Em um estudo prévio, foi demonstrado que, na ausência de inflamação da 
mucosa do RI, os pacientes com RCU apresentam maiores níveis do receptor de 
antígeno bacteriano TLR4, quando comparados aos grupos PAF e controle, sugerindo 
uma regulação positiva das vias intracelulares ativadas por produtos bacterianos (por 
exemplo: lipopolissacarides – LPS) em pacientes com RCU, o que poderia contribuir 
para a liberação de citocinas pró-inflamatórias e, em última instância, predispor à ileíte 
do RI [(LEAL et al., 2008) (LEAL et al., 2010)]. 
Outro estudo evidenciou ainda um aumento na expressão de citocinas pró- 
inflamatórias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e a interleucina 1 beta (IL- 
1β), bem como do fator de transcrição nuclear kappa B (NF-kB), na mucosa do RI de 
pacientes com RCU ou PAF, quando comparados a controles de íleo distal normal, 
mesmo quando clínica e endoscopicamente normais, configurando as bases 
moleculares da ileíte do RI (PAIVA et al., 2011). 
Não há publicações, até o momento, na literatura que avaliaram o processo de 
autofagia na mucosa do RI, sem bolsite (avaliada por parâmetros clínicos, 
endoscópicos e histológicos). Em compensação, pode-se verficar inúmeras 
publicações que mostraram o acúmulo de proteínas disfuncionais relacionadas a falha 
da autofagia em diversos tecidos que levaram ao aparecimento de diversas doenças, 
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tais como: doenças neurológicas, metabólicas e inflamatórias, além de diversos tipos 
de câncer. (VAN LIMBERGEN et al., 2009). 
A caracterização das vias de sinalização celulares envolvidas no processo 
inflamatório do RI nos portadores de RCU ou PAF, bem como dos fatores que 
exacerbariam e perpetuariam este processo são de extrema importância para melhor 
compreender os mecanismos fisiopatológicos que predispõem o paciente à ileíte 
primária do RI, o que motivou este estudo. 
Figura 2 – Aspecto endoscópico da Ileíte do Reservatório Ileal de um paciente do Serviço de 
Coloproctologia da Faculdade de Ciências Médicas da Unicamp. A- Hiperemia da mucosa. B- Fibrina. 
C- Pontos hemorrágicos.
1.3 Autofagia 
Autofagia é um processo ancestral e essencial no controle de síntese e 
degradação de componentes celulares fundamentais para manter a homeostase 
celular. Esse processo consiste na degradação seletiva de proteínas mal formadas ou 
degradadas e organelas envelhecidas ou danificadas, por meio de um processo 
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enzimático denominado hidrólise ácida. A princípio, todas as células eucarióticas são 
capazes de realizar a autofagia, entretanto sua capaciade autofágica pode variar 
[(YANG et al., 2005) (CODOGNO; MEIJER, 2005)]. 
São descritos três vias principais de degradação, as quais diferem 
essencialmente nos meios de entrega de carga para o lisossoma, que são: a 
macroautofagia, autofagia mediada por chaperona (CMA) e a microautofagia 
(CODOGNO; MEIJER, 2005). 
A macroautofagia é uma via catabólica que resulta no sequestro de carga do 
citoplasma por uma organela de dupla camada lipídica, que se forma no citoplasma, 
e culmina na degradação de macromoléculas ou organelas envelhecidas. Esse 
processo pode ser ativado por estresse celular, como por exemplo, na deficiência 
nutricional ou energética, em que, a depleção de nutrientes essenciais à célula ativa 
a autofagia para manter homeostase resultando na adaptação celular [(YANG et al., 
2005) (MIZUSHIMA; YOSHIMORI; OHSUMI, 2011)]. 
Autofagia mediada por chaperonas é uma via de degradação seletiva de 
proteínas citosólicas, que são encaminhadas para a superfície do lisossoma após 
terem sido reconhecidas e ligadas a chaperonas que permitem a translocação destas 
proteínas resultando no desenovelamento e degradação. Nessa condição, as 
proteínas são encaminhadas da superfície do lisossoma para seu interior e sofrem 
hidrólise. Uma das chaperonas que participa desse processo é a proteína do choque 
térmico 70 (Hsp70). Esse tipo de degradação proteica é observada apenas em células 
de mamíferos [(KAUSHIK; CUERVO, 2012)(MIZUSHIMA; YOSHIMORI; OHSUMI, 
2011)]. 
A microautofagia, assim como a macroautofagia, é uma via conservada desde 
leveduras a mamíferos. Na microautofagia, os componentes solúveis citosólicos são 
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sequestrados e incorporados diretamente por meio da invaginação da membrana 
lisossomal [(LI WW; LI J; BAO, 2012) (TANIDA, 2011)]. 
O equilíbrio entre ativação e inibição do processo de autofagia é vastamente 
discutido (CODOGNO; MEIJER, 2005). Um exemplo desse processo é observado 
durante o jejum prolongado, em que a autofagia é ativada para produção de 
aminoácidos e após a conversão em glicose são utilizados como fonte energética para 
o cérebro e eritrócitos, sendo desacelerado após três dias de jejum devido a
substituição de parte da glicose por corpos cetônicos. O aumento dos aminoácidos 
promove um feedback negativo e interrompe o sequestro autofágico (CODOGNO; 
MEIJER, 2005). Foi nos anos 50 que se demonstrou que a proteólise intracelular é 
dependente de energia metabólica. E nos anos 70 é que se entendeu que havia 
mecanismo de proteólise intracelular de peptídeos porque se achava que eram 
moléculas estáveis (KAUSHIK; CUERVO, 2012). 
1.4 Vias inflamatórias e autofagia 
Embora não existam indícios de mutações genéticas relacionadas ao 
mecanismo de autofagia associado à susceptibilidade à RCU, a avaliação na mucosa 
do RI é de fundamental importância ja que alterações da apoptose foram descritas 
anteriormente neste tecido (LEAL et al., 2010) e ambas as vias de sinalização da 
autofagia e de apoptose estão interligadas [(KANG et al., 2011) (CODOGNO; MEIJER, 
2005) (ZHOU; YANG; XING, 2011)]. Alguns estudos mostraram que o TNF-α pode 
ativar caspases intracelulares e assim iniciar o processo de macroautofagia ao invés 
da apoptose através da ativação de alguns subtipos do grupo de proteínas Bcl-2, o 
que protege a célula. Aqui temos um dos pontos de interseção entre apoptose e 
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autofagia [(LEAL et al., 2008) (LEAL et al., 2010) (YOUSEFI et al., 2006)]. O fator de 
transcrição NF-κB, também está relacionado com a regulação da autofagia, 
apresentando função anti-apoptótica, através da ativação de proteínas pertecentes a 
família Bcl-2, que impedem a morte celular [(LEAL et al, 2008) (LEAL et al., 2010) 
(YOUSEFI et al., 2006) (ZHOU; YANG; XING, 2011)]. Além disso, a expressão 
aumentada de Beclin-1, uma proteína relevante que está envolvida no início da 
autofagia, já foi observada no cólon de pacientes com RCU ([KANG et al., 2011) (HAO 
et al., 2015)]. 
1.5 Nomenclatura e função dos principais genes relacionados à autofagia 
(ATG) e suas proteínas correspondentes (Atg) 
A descoberta dos genes relacionados à autofagia (ATG) em leveduras foi um 
grande avanço para o melhor entendimento das vias moleculares ativadas neste 
processo (figura 3) [(YANG et al., 2005) (TANIDA, 2011) (MIZUSHIMA; YOSHIMORI; 
OHSUMI, 2011)]. 
O gene Unc-51 Like Autophagy Activating Kinase 1 (ULK1) é responsável por 
codificar a proteina quinase serina/treonina ULK. A fosforilação destes resíduos é 
responsável por estímulos extracelulares e intracelulares fornecem um mecanismo 
altamente eficiente para o controle da atividade das proteínas porque leva sua 
separação do complexo Beclin-1 Vs34-3 quinase fosfatidilinusitol classe III com início 
da macroautofagia. [(YANG et al., 2005) (CODOGNO; MEIJER, 2005) (MIZUSHIMA; 
YOSHIMORI; OHSUMI, 2011)].  
O gene BECN1 é responsável por codificar a proteína Beclin-1 (Atg6 em 
leveduras), uma proteína supressora de tumor que está presente na estrutura do pré- 
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fagossoma formando um complexo proteico que permanece ligado as proteínas anti- 
apoptóticas. A separação dessas moléculas anti-apoptóticas através da competição 
por outras proteínas ou por processos enzimáticos (fosforilação) da proteína Beclin-1 
leva ao início da autofagia com o sequestro de membranas biológicas de outras 
organelas como mostrado na figura 3 [(YANG et al., 2005) (CODOGNO; MEIJER, 
2005)]. 
O gene ATG5 codifica a proteína Atg5, uma importante proteína na fase de 
alongamento, quando é ativada pela Atg7 e forma uma ligação com Atg12 e Atg16L1 
(figura 3) [(YANG et al., 2005) (CODOGNO; MEIJER, 2005)]. Recentemente foram 
demostradas suas interações com o domínio FADD, desempenhando um papel 
importante na morte celular induzida por interferon-γ, independente da ativação da 
caspase-8 (CODOGNO; MEIJER, 2005). Essa elucidação sobre os eventos de 
sinalização junto a FADD e Atg5 contribuem para melhor compreensão do controle de 
morte celular por autofagia. Neste ponto, pode-se observar um ponto de interseção 
entre autofagia e apoptose [(CODOGNO; MEIJER, 2005) (MIZUSHIMA; YOSHIMORI; 
OHSUMI, 2011)]. 
O gene ATG16L1 codifica a proteína Atg16L, proteína de membrana essencial 
para autofagia, que determina o local de conjugação da LC3-I na membrana do 
autofagossoma (TANIDA, 2011). 
O gene MAP1LC codifica a proteína LC3. Essa se encontra inativa no citosol e 
sofre uma primeira clivagem formando a proteína LC3-I que se desloca para o fagóforo 
e se liga de forma convalente ao fosfolipídio fosfaditiletanolamina (PE) após segunda 
clivagem tornando-se LC3-II (TANIDA, 2011). BAX é responsavel por codificar uma 
proteína pró-apoptótica que, quando diminuída, leva à inibição de genes relacionados à 
autofagia, como o ATG5. (LEAL e cols., 2010). 
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1.6 Formação do autofagossomo 
A formação do autofagossomo está dividida em três etapas: indução, 
alongamento e maturação, controlados pelos produtos dos genes relacionados à 
autofagia [(YANG et al., 2005) (CODOGNO; MEIJER, 2005) (YOUSEFI et al., 2006)]. 
Primeiramente as membranas biológicas são recrutadas à partir de organelas 
intracelulares, tais como: o retículo endoplásmatico, o complexo de Golgi, 
mitocôndrias, endossomas, além da própria membrana celular por meio da via de 
sinalização dependente de Atg5-Atg7, que unida com a cadeia leve 3 da proteína 1 
associada a microtúbulos (LC3-I), formam uma estrutura chamada fagóforo. 
Em mamíferos, a formação do autofagossomo não ocorre em um único sítio de 
montagem do fagóforo (PAS, do inglês phagophore assembly site), mas sim em 
múltiplos sítios onde localizam as proteínas ligadas a autofagia (Atg). Acredita-se que 
esses sítios sirvam para facilitar a etapa de nucleação e expansão do fagóforo, o 
precursor do autofagossomo, através do recrutamento das proteínas Atg (ITAKURA; 
MIZUSHIMA, 2010). 
As principais proteínas que estão diretamente ligadas a essa etapa são PI3K III 
(também designada Vps34), Beclin 1 (Atg6), p150 (subunidade reguladora da Vps34), 
Atg14L, entre outras. Essas proteínas formam um complexo que se liga a formação 
de fosfatidilinositol-3-fosfato, resultando no local de nucleação do fagóforo. A partir da 
formação do PAS, segue-se a fase de alongamento (figura 3) (YANG et al., 2005). 
No processo de alongamento, o complexo proteico Beclin 1-Vps34-Vps15 
(interactoma –mlípídeo quinase-Vps) se associa às membranas e com dois sistemas 
de conjugação por ubiquitinas: Atg16L que é a proteína de membrana essencial para 
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autofagia e o complexo do LC3 para a formação de uma organela heterogênea 
denominada autofagossoma. O autofagossomo sequestra parte do citoplasma 
contendo organelas envelhecidas e/ou macroproteínas com função defeituosa durante 
a fase de alongamento e fechamento da membrana da nova organela. (figura 3) 
[(CODOGNO; MEIJER, 2005) (YOUSEFI et al., 2006) (TANIDA, 2011) (KOMATSU; 
ICHIMURA, 2010)]. 
A proteína p62, uma proteína adaptadora, é capaz de fazer várias interações 
proteína-proteína, como, por exemplo, com a proteína LC3-II através da região 
específica de sequência de reconhecimento à LC3 (LIR). A p62 se liga a proteínas 
degradadas, mal formadas, isto é, com função biológica corrompida e que sofrem um 
desnovelamento e uma marcação que possibilita a ligação e formam um complexo 
proteico que é encaminhado no citosol para o autofagossoma. Esse complexo proteico 
se liga a proteína LC3-II presente na membrana do autofagossoma e é transportado 
para o interior autofagossoma e posteriormente degradado no autolisossoma 
[(TANIDA, 2011) (KOMATSU; ICHIMURA, 2010)]. 
Por fim, a fase de maturação inicia-se com a fusão do lisossoma ao 
autofagossoma. O lisossomo é uma organela cujo conteúdo apresenta mais de 40 
tipos de hidrolases inativas que irão quebrar a carga presente dentro do 
autofagossomo e são ativadas pela acidificação do meio pela bomba de hidrogênio da 
membrana do autofagossoma (TANIDA, 2011). Essa última etapa de maturação é 
mediado pelas proteínas LC3-II, Beclin-1 e proteínas associadas a membrana 
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lisossomal LAMP-1 e LAMP-2 [(CODOGNO; MEIJER, 2005) (YOUSEFI et al., 2006)]. 
Nesse ciclo temos controle de feedback sendo que a via de sinalização 
translacional da proteína alvo da rapamicina em mamíferos (mTOR) é inibida durante 
a cascata molecular da autofagia, mas em condições de jejum prolongado, há ativação 
de mTOR que atenua a autofagia e gera túbulos e vesículas protolisossomais, 
eliminando o conteúdo do autofagossoma para fora da célula e restaurando 
completamente o lisossomo (CODOGNO; MEIJER, 2005). Para inibir a autofagia a 
proteína mTOR inibe a proteína ULK1. A proteína mTOR é conhecida por participar 
da regulação das principais vias de sinalização intracelulares, da homeostase, 
crescimento e proliferação celulares, regulação da transcrição e da tradução do 
mRNA. Essa proteína não foi estudada neste estudo. (VAN LIMBERGEN et al., 2009). 
Já a proteína Bcl-2, é reconhecida por sua função citoprotetora, como mediador anti- 
apoptótico, pois possui capacidade de antagonizar as proteínas pró-apoptóticas Bax 
e Bak, impedindo a apoptose. Neste ponto temos outro ponto de interseção entre 
apoptose e autofagia. Se o desligamento da Bcl-2 for promovido por fosforilação, 
teremos a via de autofagia ativada, mas se for mediada pela caspase 8, a via de 
apoptose é que será ativada. (figura 3) [(YANG et al., 2005) (ZHOU; YANG, 2011)]. 
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Figura 3 – Sinalização da autofagia. A figura mostra as fases da autofagia: 1- indução da autofagia, 2- 
alongamento, 3- maturação com os complexos proteicos correspondentes. Fonte: Leal RF e Silva FAR. 
Defective autophagy in mesenteric fat tissue maintains inflammation: in Autophagy, editor: Hayat MA. 
1o ed. United States: Academic Press publications, 2017. Modificado para o português. Pode-se 
observar as fases da autofagia (iniciação, alongamento e maturação) e as proteínas relacionadas a 












2.1 Objetivo Geral: 
Avaliar o mecanismo de autofagia na mucosa do RI de pacientes com RCU e 
PAF submetidos à retocolectomia total com RI e anastomose ao canal anal. 
2.2 Objetivos Específicos: 
• Análise transcricional de genes relacionados à autofagia no RI e na alça
aferente do RI de pacientes com RCU ou PAF em comparação com controles de íleo 
distal normal. 
• Avaliar a modulação de proteínas importantes da via da autofagia na alça
aferente do RI e no RI e da através da análise proteica da mucosa dos pacientes com 
RCU ou PAF em comparação a controles de íleo distal normal. 
• Análise quantitativa de proteínas LC3-II e p62 da via da autofagia e suas
possíveis colocalizações na mucosa da alça aferente e mucosa do RI de pacientes 
com RCU ou PAF em comparação com controles de íleo distal normal, através da 
técnica de imunofluorescência. 
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3. CASUÍSTICA E MÉTODO
3.1 Delineamento 
Três grupos de pacientes participaram deste estudo: o grupo controle (grupo 
CTR), o grupo de pacientes com polipose adenomatosa familiar (grupo PAF) e o grupo 
de pacientes com retocolite ulcerativa (grupo RCU). Todos os pacientes com RCU ou 
PAF incluídos no estudo eram procedentes do Serviço de Coloproctologia da 
Faculdade de Ciências Médicas da Unicamp. 
O grupo CTR foi constituído por 8 pacientes submetidos a colonoscopia por 
indicações diferentes de doença inflamatória intestinal (DII). Foram coletados seis 
fragmentos da mucosa de íleo distal de cada paciente, que foram devidamente 
armazenados. 
Oito pacientes com RCU foram incluídos no estudo, com as seguintes 
indicações cirúrgicas: displasia de alto grau nas biopsias de seguimento endoscópico, 
megacólon tóxico ou intratabilidade clínica. Foram coletados seis fragmentos (seis 
biópsias de 3 mm cada) da mucosa na porção média do RI e seis fragmentos da 
mucosa da alça ileal aferente ao RI, que foram devidamente armazenados. 
Oito pacientes com PAF foram incluídos no estudo, com indicações cirúrgicas 
pela presença de numerosos pólipos no reto, em geral mais de 20 pólipos 
adenomatosos. Foram coletados seis fragmentos da mucosa da alça aferente do RI e 
seis fragmentos na porção média do RI, que foram devidamente armazenados. 
Determinou-se o Índice de Atividade da Ileíte do RI, do inglês Pouchitis Disease 
Activity Index (PDAI) nos grupos RCU e do grupo PAF por parâmetros clínicos, 
histológicos e endoscópicos sendo incluídos pacientes sem evidência de inflamação 
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clínica e/ou endoscópica (PDAI<7, anexo 2). Este modelo foi escolhido para se 
observar se alterações moleculares de vias inflamatórias poderiam estar presentes 
mesmo em mucosa do RI com PDAI<7. [(SANDBORN et al., 1994) (figura 6)]. 
Todos os pacientes incluídos nos grupos RCU ou PAF foram submetidos ao 
questionário específico com as variáveis de inclusão do estudo (Anexo 1). Esses 
pacientes foram submetidos à ileostomia de proteção e o trânsito intestinal já havia 
sido restabelecido há pelo menos um ano na data do exame, sem referência de 
episódio de ileíte do RI. O hábito intestinal e a continência fecal também foram 
avaliados por meio de questionário específico, conforme demonstrado no anexo 1). 
Os pacientes dos grupos RCU ou PAF foram operados no período de 1992 a 2013 
pelo Serviço de Coloproctologia da Faculdade de Ciências Médicas da Unicamp. 
3.2 Características demográficas e clínicas 
Vinte e quatro pacientes foram incluídos no estudo. Dos pacientes do Grupo 
RCU (n=8), 75% eram do sexo masculino, com média da idade 52 anos (38-66). O 
tempo médio de acompanhamento após a retocolectomia total com confecção do RI 
foi de 178 meses (127-229) e após o fechamento da ileostomia de proteção foi de 144 
meses (120-168). Quanto aos pacientes do grupo PAF (n=8), 37,5% eram do sexo 
masculino, com média da idade 52,5 anos (35-70). O tempo médio de 
acompanhamento após a retocolectomia total com confecção de RI foi de 183 meses 
(13-353) e após o fechamento da ileostomia de proteção foi de 176 meses (12-340). 
Dos pacientes do grupo controle (n=8), 62,5% eram do sexo masculino, com média 
da idade 62,5 anos (53-72). 
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Não há diferença estatística entre os grupos na variável sexo, utilizando-se 
teste de Qui-quadrado, com p=0,31. Com relação à idade, existe diferença estatística 
entre os grupos, comparados por ANOVA, com p=0,01, uma vez que o grupo controle 
tem média de idade superior aos indivíduos com RCU ou PAF. Com relação ao tempo 
de acompanhamento pós-operatório e ao tempo de acompanhamento após o 
fechamento da ileostomia, também comparados por ANOVA, não houve diferença 
estatística entre os grupos RCU e PAF, com p=0,25 e p=0,39, respectivamente. 
3.3 Fatores de exclusão 
Foi utilizado como critério de exclusão neste estudo os pacientes em uso de 
medicações, com evidência clínica e/ou endoscópica de ileíte do RI [(PDAI>7, anexo 
2) (SANDBORN et al.,1994)] e pacientes com menos de um ano de fechamento da
ileostomia. 
3.4 Logística 
Os pacientes do grupo RCU são acompanhados no ambulatório de Doenças 
Inflamatórias Intestinais do Serviço de Coloproctologia do Gastrocentro da Unicamp, 
e os pacientes dos grupos CTR e PAF são acompanhados no ambulatório geral de 
Coloproctologia do Hospital de Clínicas (HC) da Unicamp. Os exames colonoscópicos 
são rotineiramente solicitados para os pacientes e foram realizados no Serviço de 
Colonoscopia (Gastrocentro – Unicamp) pela equipe da Coloproctologia (figura 4). Os 
aparelhos utilizados foram videocolonoscópios das marcas Fujinon® ou Olympus®. 
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As amostras coletadas para este estudo foram armazenadas e processadas no 
Laboratório de Sinalização Celular da Faculdade de Ciências Médicas da Unicamp. 
Figura 4 – Sala de exame do Serviço de Colonoscopia – Gastrocentro da Unicamp. 
3.5 Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa 
Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de 
Ciências Médicas da Unicamp, com parecer registrado sob o n°656/14 (Anexo 3) como 
adendo do parecer registrado sob n° 543/2005 (Anexo 4). Todos os pacientes 
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, realizado de acordo com a 
Declaração de Helsinki. 
3.6 Materiais e Métodos 
Os fragmentos de biópsias da mucosa foram armazenados em: 1- RNAlater® para 
avaliação dos RNAm, 2- congelados em nitrogênio líquido para avaliação proteica e 
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3- conservados em formol e submetidos em inclusão de blocos de parafina para
análise histológica. 
3.6.1 Análise Histológica (coloração com Hematoxilina - Eosina) 
Blocos de parafina foram submetidos a secções de 5 μm de espessura foram 
cortadas no Criocut® (Modelo CM 1900; Leica ®, Germany) e colocadas em lâminas 
de vidro, com a passagem da lâmina no corante Hematoxilina por 20 segundos, 
lavagem em água corrente, seguida de passagem no corante Eosina por 10 segundos, 
com nova lavagem em água corrente. Em seguida, foram realizadas quatro passagens 
no álcool absoluto anidro 99,3º INPM da Chemco® (SP, BR) e três passagens no xilol 
da Chemco® (SP, Br). A montagem das lâminas foi feita com resina Entellan® (Merck, 
cód. 7961). 
As fotomicrografias foram feitas usando um microscópio Leica® DM 4500B e 
um sistema de câmera digital Leica® DFC 290 com o software Leica Application Suite 
versão 3.8 (Leica Microsystems®, Wetzlar). Três campos para cada amostra foram 
capturados e avaliados por 2 observadores independentes que avaliaram neutrófilos 
presentes na lâmina própria foram contados para análise quantitativa, que foi 
realizada por avaliação duplo-cega em 3 campos objetivos pancromáticos de 
aumento 20X. 
 37 
3.6.2 PCR em Tempo Real (qPCR) 
Fragmentos de mucosa ileal do Grupo Controle, da alça aferente do RI e do RI 
dos pacientes com RCU e PAF foram incluídos em RNAlater e armazenadas em 
freezer à -80ºC até serem processadas. 
Foi realizada extração de RNA total segundo método do reagente Trizol 
(Invitrogen®). 
Para a produção do cDNA, foi utilizado o kit High Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit (Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA), sendo a concentração 
final do cDNA feita de acordo com a concentração do RNA obtido. Este cDNA foi 
diluído segundo a concentração necessária para a amplificação eficiente de cada 
gene. 
As reações de PCR em tempo real foram realizadas utilizando-se o sistema 
TaqManTM (Applied Biosystems®), que é constituído por um par de primers e uma 
sonda marcada com um fluoróforo. Os primers específicos (TaqManTM - Applied 
Biosystems®) foram: Atg16L1 (Hs00250530_m1), MAP1LC3A (Hs00261291_m1), 
BECN-1 (Hs00186838_m1), ATG5 (Hs00169468_m1), ULK-1 (Hs00234713_h1), 
BCL2 (Hs00608023_m1), BAX (Hs00180269_m1), GAPDH (NM_002046.3). O gene 
GAPDH (TaqManTM - Applied Biosystems®) foi escolhido como controle endógeno 
da reação, o qual serviu para normalizar a expressão do gene de interesse nas 
diferentes amostras. Para a quantificação relativa dos genes em estudo, as reações 
de PCR em tempo real foram realizadas em duplicatas a partir de: 3,0 μL de TaqMan 
Universal PCR Master Mix 2x; 0,75 μL da solução de primers e sonda; 2,25 μL de água 
e 4,0 μL de cDNA, sendo que no controle negativo, foi adicionado 4,0 μL de água ao 
invés do cDNA. As condições de ciclagem utilizadas foram: 50°C por 2 minutos 95°C 
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por 10 minutos; 40 ciclos de 95°C por 15 segundos; anelamento (53ºC por 20s) e 
extensão (72ºC por 20s), seguido por uma incubação final a 60°C por um minuto. As 
análises foram realizadas em um STEP ONETM Real-Time PCR System (Applied 
Biosystems®). Os valores da expressão gênica foram obtidos pela análise dos valores 
de fluorescência corrigidos pelos valores dos genes utilizados como controles 
endógenos (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). 
3.6.3 Imunoblot 
Os fragmentos das biópsias da mucosa de íleo terminal do Grupo Controle e as 
amostras dos pacientes com RCU e PAF (reservatório ileal e alça aferente) foram 
congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas a -80ºC até serem processadas. 
Para a extração de proteínas totais, os fragmentos foram homogeneizados em buffer 
a 4ºC (1% Triton X-100, 100mM Tris-HCl (pH 7.4), 100mM pirofosfato de sódio, 
100mM fluoreto de sódio, 10 mM EDTA, 10mM ortovanadato de sódio, 2.0mM fluoreto 
de fenilmetilsulfonil (PMSF), e 0.1 mg aprotinina/ml) com um Polytron PTA 20S 
(modelo PT 10/35; Brinkmann Instruments®, Westbury, NY) operando em velocidade 
máxima por 30 segundos. O material insolúvel foi removido por centrifugação (12000 
rpm a 4ºC por 40 minutos). A concentração proteica do sobrenadante foi determinada 
pelo método BCA (PierceTM BCA Protein Assay Kit. Catalog number 23225). 
Alíquotas do sobrenadante contendo 50 μg de proteínas totais foram separadas por 
SDS-PAGE (figura 5), transferidas para membranas de nitrocelulose e incubadas com 
os anticorpos indicados, conforme descrito nos resultados. As bandas específicas 
foram marcadas por uma reação quimioluminescente (SuperSignal West Pico 
Chemiluminescent Substrate from Pierce Biothecnology®, Inc.Rockford, IL) e 
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quantificadas por densitometria óptica (Un-Scan-It Program). Foi utilizado a coloração 
com Ponceau como um alternativo controle da quantidade das amostras aplicadas no 
gel de poliacrilamida e da transferência das proteínas para a membrana (anexo 7) 
(ROMERO-CALVO et al., 2010). Todos os reagentes para SDS – eletroforese em gel 
de poliacrilamida e imunoblot foram provenientes dos laboratórios Bio-Rad® 
(Richmond, CA, USA). HEPES, fluoreto de fenilmetilsulfonil, aprotinina, ditioteitrol, 
Triton X-100, Tween 20, glicerol, e BSA (fração V) foram comprados de Sigma 
Chemical Co®X. (St. Louis, MO, USA). Papel de nitrocelulose (BA85, 0.2μm) e os 
reagentes para quimioluminescência foram comprados de Amersham® (Aylesbury, 
UK). Os anticorpos primários contra Beclin (ab-16998), p62 (ab56416 ou ab91526) 
foram da AbCam (Cambridge®, MA, USA); e LC3 (#2775) proveniente de Cell 
Signaling®, (Boston, MA, USA) ou LC3 (ab48394) proveniente de AbCam® 
(Cambridge, MA, USA), e Hsc70 (sc7298) da Santa Cruz Biotechnology® (Santa Cruz, 
CA, USA). O peso molecular das proteínas foi determinado por PageRulerTM® de 
Fermentas (Glenburnie, MD). 
Figura 5 – Separação das proteínas por eletroforese. Cubas de eletroforese. 
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3.6.4 Imunofluorescência 
Para a análise da colocalização de LC3 e da p62, utilizou-se secções de biópsia 
de mucosa desparafinadas que foram incubadas em anticorpo primário anti-LC3 
(M115-3 de MBL Internacional Corporation Woburn®, MA, USA) e anti-p62 (ab91526 
de AbCam®, Cambridge, MA, USA) com uma diluição de 1:500 a 4°C overnight. O 
anticorpo secundário foi Alexa Fluor® 488 (goat anti-rabbit IgG H&L: ab150077 de 
AbCam®, Cambridge, MA, USA) em uma diluição de 1:1000 em temperatura ambiente 
por uma hora ou Goat Anti-Mouse IgG H&L (Cy3®) (ab97035 de AbCam®, Cambridge, 
MA, USA), com uma diluição de 1:500 em temperatura ambiente por uma hora. DAPI 
foi usado como marcador nuclear. Três campos de 40x de cada amostra foram 
capturados e analisados pelo Leica confocal LAS AF Lite Version 2.6 Software (Leica 
Microsystems®, Wetzlar). Nessa análise, todas as células marcadas no citosol para 
Alexa Fluor® 488 e Cy3® foram consideradas positivas para análises quantitativas, 
que foram realizadas pelo ImageJ2, pela porcentagem de volume de pixel 
colocalizados em um campo com objetiva pancromática com aumento de 40x 
(SCHINDELIN et al., 2015). 
3.6.5 Análise estatística 
Os resultados encontrados foram notificados como média e variação do erro 
padrão. Procedeu-se investigando por meio do teste de Kolmogorov Smirnov se os 
dados seguiam uma distribuição gaussiana ou se tratavam de dados não- 
paramétricos. Quando analisados dois grupos, utilizou-se análise não paramétrica de 
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Mann-Whitney. Já quando se analisaram três grupos, foi utilizado teste de Kruskal- 
Walis. Nível de significância adotado foi de p<0,05. 
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4. RESULTADOS
4.1 Análise histológica para avaliar o Índice de Atividade da Ileíte do RI 
Dentre os aspectos analisados pelo PDAI, a análise histológica das biópsias 
coletadas na mucosa do RI de pacientes com RCU ou PAF demonstrou uma pequena 
quantidade de infiltração de células neutrofílicas sem diferença estatísticas entre os 
grupos, ausência de abcessos de criptas, preservação da arquitetura celular e 
presença de células caliciformes, como demonstrado nas figuras 6B e 
C. Da mesma forma, não foram encontradas alterações histológicas significativas
nas biópsias realizadas no íleo normal (grupo CTR), figura 6A. A contagem de 
leucócitos polimorfonucleares neutrófilos da lâmina própria é mostrada na  figura 6D. 
O PDAI foi realizado para todos os pacientes, levando em consideração os 
aspectos clínicos, endoscópicos e histológicos (anexo 2). Todos os pacientes 
avaliados tinham PDAI<7. O objetivo do nosso estudo foi analisar pacientes sem 
inflamação para mostrar se havia alterações moleculares subjacentes na mucosa do 
RI, mesmo na ausência de inflamação endoscópica e histológica. 
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Figura 6. Biópsias da mucosa do RI representativas dos grupos RCU e PAF coradas pela técnica de 
hematoxilina e eosina (H&E). (A) Mucosa do íleo de um paciente do grupo CTR. (B) Mucosa da bolsa 
ileal de paciente do grupo PAF. (C) Mucosa da bolsa ileal de um paciente do grupo RCU. (D) Número 
de leucócitos polimorfonucleares (PMN) da lâmina própria nos grupos CTR, PAF e RCU. Não há 
diferença estatística entre grupos. Contra coloração nuclear com hematoxilina de Mayer’s. Amplificação 
original X20. 
4.2 Análise transcricional dos genes relacionados à autofagia nos RI de 
pacientes com RCU ou PAF 
Pacientes  com  PAF  apresentaram   diminuição   dos   níveis   de   mRNA de 
ATG5 no RI quando comparados à RCU (p<0,01; figura 7D), e diminuição dos níveis 
de MAP1LC3A quando comparados ao grupo CTR (p<0,05; figura 7E). Não foram 
observadas diferenças nos outros genes (p>0,05; figuras 7A, B e C). Para melhor 
explicar esses achados, nós avaliamos os genes relacionados à apoptose, 
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via já estuda por Leal e cols., 2010, e, embora não houvesse diferenças estatísticas 
na expressão de BCL2, um gene anti-apoptótico entre os grupos  estudados (p>0,05; 
figura 7G), observamos uma diminuição dos níveis de BAX no grupo PAF quando 
comparado ao grupo CTR (p<0,01; figura 2F). BAX é responsavel por codificar uma 
proteína pró-apoptótica que, quando diminuída, leva à inibição de genes relacionados 
à autofagia, como o ATG5. 
Figura 7. Avaliação da expressão de genes relacionados à autofagia e apoptose no RI de pacientes 
com PAF e RCU. A análise transcricional revelou uma modulação dos marcadores de autofagia na 
mucosa do RI de pacientes com PAF. Níveis de mRNA (qPCR) de ULK1 (A), BECN1 (B), ATG16L1 
(C), ATG5 (D), MAP1LC3A (E), BAX (F) e BCL2 (G) na mucosa do íleo terminal dos pacientes controles 
(grupo CTR) e na mucosa do RI de pacientes com PAF (grupo PAF) e de pacientes com RCU (grupo 
RCU). Números de pacientes (n): para PAF n= 8; para RCU n= 8 e para CTR n= 8. Nível de significância: 
* p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001.
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4.3 Análise transcricional dos genes relacionados à autofagia na alça 
aferente do RI de pacientes com RCU ou PAF 
Não houve diferença nos níveis de mRNA de genes relacionados à autofagia 
comparando os pacientes do grupo CTR, grupo da alça aferente dos pacientes com 
PAF (AF-PAF) e grupo da alça aferente dos pacientes com RCU (AF-RCU) (p>0,05; 
figura 8), sugerindo que não há alterações transcricionais entre a porção aferente do 
RI de pacientes com RCU ou PAF quando comparados a mucosa do íleo terminal 
normal dos pacientes controles. Foi observado, portanto, que os resultados 
encontrados na mucosa da alça aferente se comportou de forma semelhante ao 
Grupo CTR. 
Figura 8. Avaliação da expressão de genes relacionados à autofagia na mucosa ileal da região aferente 
do RI de pacientes com PAF e pacientes com RCU. A análise transcricional não revelou diferenças em 
relação aos grupos avaliados. 
Níveis de mRNA (qPCR) de ULK1 (A), BECN1 (B), ATG16L1 (C), ATG5 (D) e MAP1LC3A (E) na 
mucosa ileal da região aferente do RI de pacientes com PAF (AF-PAF) e pacientes com RCU (AF-RCU) 
quando comparados com a mucosa do íleo terminal normal dos pacientes controles (CTR).  Número 
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de pacientes (n): para AF-PAF n= 8; para AF-RCU n= 8 e para CTR n= 8. Nível de significância: * 
p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001. 
4.4 Análise de proteínas por imunoblot revelou modulação de marcadores 
de autofagia no RI de pacientes com RCU ou PAF 
A fim de melhor avaliar a via da autofagia, medimos o conteúdo proteico por 
imunoblot utilizando fragmentos de tecido obtido simultaneamente àqueles 
submetidos à análise do qPCR, que foram previamente conservados a -800C. Foram 
verificados níveis diminuídos de Beclin-1 nos grupos PAF, AF-RCU e RCU quando 
comparados ao grupo CTR (p<0,05; figura 9A). Embora o nível de LC3-II tenha se 
mostrado aumentado em pacientes com RCU quando comparado ao grupo CTR e AF-
PAF (p<0,05; figura 9B), um aumento da p62 não degradada foi observado no grupo 
RCU (p<0,05; figura 9C). Beclin-1 participa nos estágios iniciais da via da autofagia, 
no entanto, p62 é uma molécula relevante, que se liga à LC3-II e é responsável por 
transportar proteínas ubiquitinadas para o autofagossoma em fase de maturação da 
autofagia para permitir a sua degradação no autolisossoma. A p62 é uma proteína 
adaptadora, portanto, quando aumentada no citoplasma, sugere falha no processo de 
degradação, ou seja, falha na macroautofagia (BJORKOY et al., 2009). 
Os níveis de proteína do choque térmico 70 (HSP-70), um marcador de 
autofagia mediada por chaperonas, foram semelhantes entre os grupos (p>0,05; figura 
9D) (KAUSHIK; CUERVO, 2012). 
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Figura 9: A mucosa do RI de pacientes com PAF e RCU mostra modulação dos marcadores de 
autofagia. Análise de imunoblot de Beclin-1 (A), LC3-II (B), p62 (C) e HSP-70 (D) no RI dos grupos PAF 
e RCU e na porção aferente da mucosa ileal dos grupos AF-PAF e AF-RCU em comparação com grupo 
CTR. Cada banda representa um paciente. Número de pacientes (n): para PAF n= 8; para AF-PAF n= 
8; para RCU n= 8 e para AF-RCU n= 8. Nível de significância: * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001. ASU: 
unidade arbitrária. 
4.5 Análise de proteínas por imunofluorescência confirmou a modulação 
de marcadores de autofagia no RI de pacientes com RCU ou PAF 
Foi realizada análise por imunofluorescência da colocalização das proteínas 
LC3-II e P62 na membrana do autofagossoma para confirmar os dados da 
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expressão da autofagia relacionados à proteína. 
Apesar do aumento dos níveis de LC3-II verificados na mucosa do RI de 
pacientes do grupo RCU por imunoblot, a análise de imunofluorescência revelou um 
número significativamente menor de células com LC3-II (cor verde) e p62 (cor 
vermelha) colocalizadas nos grupos RCU ou PAF, quando comparado ao grupo CTR 
(p<0,05, figura 10A, análise quantitativa). Imagens representativas de colocalização 
de LC3-II e p62 na mucosa do íleo terminal normal dos pacientes controles e na 
mucosa do RI dos pacientes incluídos nos grupos PAF ou RCU são mostradas na 
figura 10B, onde as células positivas são bem identificadas nos diferentes grupos 
(cores laranja/amarela no citoplasma da célula e o núcleo é contracorado em azul). 
Figura 10. Coloração por imunofluorescência da colocalização de LC3-II e p62 na mucosa do RI de 
paciente com PAF ou RCU. (A) Análise quantitativa da coloração de imunofluorescência para LC3-II 
(verde) e p62 (vermelho) colocalizadas (marrom) nos grupos PAF, RCU e CTR. (B) Coloração 
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representativa da mucosa ileal desparafinadas nos grupos CTR, PAF, RCU, mostrando baixo número 
de células positivas nos grupos PAF e RCU em comparação ao grupo CTR. As células positivas são 
mostradas em laranja (marcadas concomitantemente por PI e FITC; imagem de sobreposição) ou 
vermelho (p62) e verde (LC3-II) no mesmo citosol (marcada por Alexa Fluor® 488 e Cy3®). O núcleo 
foi corado com DAPI (fluorescência azul). As setas mostram as células positivas (marrom, área de 
colocalização entre PC3-II e p62). As imagens foram obtidas usando uma objetiva de 40X. Número 
de pacientes (n): para PAF n= 8; para RCU n= 8 e para CTR n= 8. Nível de significância: * p<0,05, ** 
p<0,01 e *** p<0,00 
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5. DISCUSSÃO
Estudos prévios mostraram aumento de citocinas pró-inflamatórias, fator de 
transcrição nuclear STAT-1 e receptores de antígenos bacterianos, como o TLR4, na 
mucosa do RI de pacientes com RCU, quando comparados à PAF e controles de íleo 
distal normal, mesmo em pacientes sem bolsite [(PAIVA et al., 2011) (LEAL., 2008) 
(LEAL et al., 2010)]. Esses achados mostram uma maior suscetibilidade dos pacientes 
com RCU submetidos à retocolectomia total com RI e anastomose ao canal anal ao 
processo inflamatório. Além disso, uma diminuição da apoptose na mucosa do RI de 
pacientes com PAF foi demonstrado na literatura (LEAL et al., 2010). Sabe-se ainda 
que há vias de sinalização compartilhadas entre a autofagia e a apoptose [(KANG et 
al., 2011) (CODOGNO; MEIJER, 2005) (YOUSEFI et al., 2006)]. Hao X e cols. 
verificaram níveis aumentados de Beclin-1 na mucosa colônica de pacientes com RCU 
(HAO et al., 2015). No entanto, não havia estudos avaliando a autofagia celular, um 
mecanismo relevante para a reciclagem de componentes celulares disfuncionais 
presentes no citoplasma, no RI de pacientes com RCU ou PAF. 
Existem três formas primárias de autofagia: macroautofagia, microautofagia e 
autofagia mediada por chaperonas (CMA) [(KANG et al., 2011) (YANG et al., 2005) 
(KAUSHIK; CUERVO, 2012)]. 
Na macroautofagia, componentes citoplasmáticos alvos são isolados do 
restante da célula dentro de uma vesícula com dupla membrana (autofagossoma) 
[(XIE; KLIONSKY, 2007) (MIZUSHIMA; YOSHIMORI; OHSUMI, 2011)]. O 
autofagossoma pode se fundir com os lisossomos formando autolisossoma e as 
proteínas são degradadas e recicladas. Por outro lado, na microautofagia a superfície 
do lisossomo sofre uma invaginação e engolfa o material citosólico a ser degradado 
[(LI WW; LI J; BAO, 2012) (TANIDA, 2011)]. O reconhecimento do substrato proteico 
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por proteínas específicas, como as chaperonas no citosol, ligando-se diretamente ao 
lisossomo, translocando-se através da membrana sem a formação adicional de 
vesículas, é característico da CMA (KAUSHIK; CUERVO, 2012). Por essa razão, a 
autofagia impede o acúmulo de proteínas anormais, está envolvida na estabilidade 
genômica e também participa da remoção de patógenos intracelulares. Quando há 
uma deficiência na autofagia, ocorrem inclusões proteicas citoplasmáticas compostas 
de proteínas malformadas e/ou acúmulo de organelas envelhecidas que pode levar 
ao dano celular e ao desenvolvimento de doenças [(YANG et al., 2005) (KOMATSU; 
ICHIMURA, 2010)]. 
O propósito do presente trabalho foi estudar pacientes com RCU ou PAF sem 
bolsite para demonstrar se havia modulação subjacente de marcadores de autofagia 
na mucosa do RI, mesmo na ausência de inflamação endoscópica e histológica. Para 
isso, foi aplicado o PDAI e todos os pacientes tiveram escore inferior a sete pontos, 
confirmando a ausência de bolsite (SANDBORN, 1994). 
Foi observado aumento dos níveis de LC3-II na mucosa do RI de pacientes com 
RCU quando comparados ao grupo controle por análise de imunoblot. No entanto, os 
níveis diminuídos de Beclin-1 e o aumento de p62 não degradada observados na 
figura 9A e C respectivamente, e também o menor número de células com a 
colocalização de LC3-II e p62 no grupo RCU em relação aos controles sugerem falha 
no processo de autofagia na mucosa do RI desses pacientes. 
A Beclin-1 inicia o processo de autofagia após sofrer: 1- reação de fosforilação 
pela ULK ou 2- Bcl2 se desligar também por processo de fosforilação. A LC3 é 
recrutada na formação do autofagossoma, passando por algumas clivagens e a p62 
liga-se à LC3-II, presente na parede da organela, e é responsável por carrear 
proteínas anormais para dentro do autofagossoma (BJORKOY, 2009). Quando a p62 
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é acumulada no citoplasma e não se encontra ligada a LC3-II, sugere o 
comprometimento da macroautofagia no processo de degradação, mesmo quando 
níveis altos de LC3-II são detectados. Além disso, não se verificou alterações de 
marcadores da CMA entre os grupos. 
Um achado interessante foi a detecção da diminuição da expressão de 
marcadores autofágicos também na mucosa dos reservatórios ileais de pacientes com 
PAF quando comparados aos controles. A análise transcricional mostrou baixos níveis 
de ATG5 e MAP1LC3A no grupo PAF, além de redução dos níveis proteicos de Beclin-
1 pela análise do imunoblot, e finalmente, diminuição do número de LC3 total e de 
células com LC3-II colocalizadas com p62 verificadas através da imunofluorescência 
em comparação ao grupo controle. Para explicar esses achados, foram avaliados 
genes relacionados à apoptose. Apesar de não haver diferenças estatísticas na 
expressão de BCL2, encontramos nível de BAX diminuído que é responsável por 
codificar uma proteína pró-apoptótica no grupo PAF quando comparado aos controles. 
Marcadores de apoptose com expressão diminuída já foram descritos na mucosa do RI 
de pacientes com PAF, o que poderia explicar a tendência à menor reciclagem (turn 
over) celular e o possível desenvolvimento de adenomas nessa síndrome (LEAL et al., 
2010). Os níveis diminuídos de BAX no grupo PAF podem conduzir à inibição de genes 
relacionados a autofagia, como ATG5 que poderia explicar os níveis diminuídos de 
proteínas relacionadas a autofagia, como demonstrado nas figuras 9 e 10. 
Por outro lado, a modulação da autofagia nos reservatórios ileais de paciente 
com RCU pode ser explicada por outro mecanismo. Níveis aumentados de receptores 
do tipo Toll-Like 4 (TLR4) já foram observados na mucosa do RI de pacientes com 
RCU, mesmo na ausência de inflamação endoscópica (PAIVA et al., 2011). A relação 
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entre o TLR4 e as células do sistema imune, principalmente macrófagos, 
frequentemente está associada ao aumento da autofagia nessas células, 
principalmente após o tratamento com lipopolissacárides (LPS), que é um agonista do 
TLR4 [(XU et al., 2007) (INTO et al., 2012)]. No entanto, há dados de experimentação 
animal que abordam o papel da autofagia na polarização de macrófagos (LIU et al., 
2015). Apesar de estar no contexto da obesidade, mostra que no animal obeso, que 
exibe expressão aumentada de TLR4, a autofagia está diminuída nos macrófagos 
isolados do peritônio. Neste estudo, os autores correlacionam essa autofagia 
prejudicada com as mudanças no perfil dos macrófagos M1 e M2, levando à 
inflamação. Portanto, em estímulos crônicos como na obesidade, a autofagia é 
modulada em alguns tecidos e tipos celulares isolados (hipotálamo, fígado, músculo e 
macrófago) [(PORTOVEDO et al., 2015) (MENG; CAI, 2011) (YAN; GAO; ZHANG, 
2017) (POTES et al., 2017)]. Numa análise bibliográfica prévia a este trabalho, não 
foram encontrados estudos abordando a regulação negativa da autofagia por meio da 
ativação dos TLRs na mucosa intestinal, o que poderia explicar nossos resultados na 
mucosa dos RI de pacientes com RCU. Os mecanismos pelos quais a interação entre 
essas vias pode acontecer ainda é motivo de estudo em outros tecidos. De fato, 
verificamos uma diminuição da expressão da maioria dos marcadores de 
macroautofagia na mucosa do RI de ambos os grupos: RCU e PAF, mas os 
mecanismos para explicar podem ser distintos, analisando dados já publicados. Na 
PAF, a diminuição dos marcadores de autofagia pode estar relacionada à diminuição 
de apoptose, enquanto que na RCU pode ser devido principalmente ao aumento da 
ativação de TLR. 
A autofagia é relevante para a sobrevivência da célula, uma vez que o acúmulo 
de proteínas malformadas leva à ativação de vias pró-inflamatórias. Essas evidências 
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da modulação dos marcadores de autofagia, que observamos diminuídos, podem 
explicar a propensão à inflamação na mucosa do RI, principalmente na RCU. No 
entanto, algumas limitações do estudo devem ser consideradas. Primeiramente, trata- 
se de um estudo observacional, transversal e descritivo em que não se pretendeu 
correlacionar com a ocorrência de manifestações clínicas futuras. Para tanto, seria 
necessário um estudo longitudinal com uma coorte maior e um acompanhamento a 
longo prazo. Além disso, não foi medido o fluxo autofágico diretamente por limitações 
técnicas. No entanto, a proteína p62 que se liga a LC3-II, foi usada para monitorar o 
fluxo autofágico indiretamente, como fizemos na Figura 10. Além disso, foram 
aplicados vários ensaios para confirmar os resultados obtidos e também para explicar 
os resultados contraditórios. Esses achados foram os primeiros a mostrar modulação 
dos marcadores de autofagia no RI dos grupos RCU e PAF em pacientes sem 
inflamação clínica e endoscópica. 
Este tema merece estudos adicionais e mecanismos detalhados que podem 
auxiliar a estabelecer bases moleculares de novos alvos para melhorar a inflamação 
no RI principalmente na RCU. (MACIAS-CEJA et al., 2017) (HUETT; XAVIER, 2010). 
Se esses achados forem confirmados em um estudo longitudinal, explorando as 
correlações com os cenários clínicos, então este trabalho fornecerá uma nova visão 
sobre a complexa patogênese da inflamação do RI nesses pacientes. 
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6. CONCLUSÃO
1. Houve modulação do mecanismo de autofagia na mucosa do RI de pacientes
com RCU e naqueles com PAF submetidos à retocolectomia total com RI e 
anastomose ao canal anal. 
2. Os níveis transcricionais dos marcadores de autofagia ATG5, MAP1LC3A e
BAX foram significativamente menos expressos no grupo PAF que no grupo controle. 
3. Os níveis proteicos de Beclin-1 também foram significativamente menores nos
grupos PAF e RCU quando comparados ao grupo controle. Entretanto, a expressão 
proteica de LC3-II e de p62 foi maior no grupo RCU quando comparada ao grupo 
controle. 
4. A colocalização de LC3-II com p62 por imunofluorescência foi menor nos
grupos RCU e PAF quando comparados ao grupo controle. 
Esses achados sugerem modulação dos marcadores da macroautofagia na 
mucosa do RI, tanto de pacientes com RCU quanto com PAF, o que poderia contribuir 
com o processo inflamatório observado no RI de pacientes com RCU ou PAF, mas 
por vias moleculares diferentes. 
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8. ANEXOS
8.1 Anexo 1 - Questionário de Inclusão dos Pacientes 
Nome:  Prontuário: 
Data de nascimento:  /  /   Idade:  
Etnia:  Procedência:   
( ) Retocolite Ulcerativa 
( ) Polipose Familiar 
Data da cirurgia:  /  /  
Data do fechamento da ileostomia de proteção:   _/  /  
Tempo de acompanhamento pós-operatório:  
Tempo de acompanhamento pós fechamento da ileostomia: 
Indicação da cirurgia:  
Comprimento do reservatório ileal:  
Complicações intra-operatórias:  
Complicações imediatas (até 30 dias):  
Complicações tardias:  
Hábito Intestinal atual (últimas duas semanas):  
Continência fecal: ( ) presente ( ) ausentes 
(  ) perdas frequentes ( ) perdas eventuais 
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8.2 Anexo 2 - Índice de Atividade da Ileíte do RI (PDAI) nos grupos RCU e PAF 
Ileíte do RI é definida por PDAI > 7 pontos. 
(PMN = polimorfonucleares; FAP = polipose adenomatose familiar; UC = retocolite ulcerativa inespecífica) 
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8.3 Anexo 3 - Comprovante de aprovação do projeto e do Termo do 
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pelo Comitê de Ética em Pesquisa 




FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS 
COMrrE DE EriCA EM PESQUISA 
181 caixa Postal 6111, 13083-970 (ampinas, SP 
v (0_19) 3788-8936 
FAX (0_19) 3788-7187 
~ \\WW.fcm.unicamp.br/ocsquisalcticalindex.html 
g cep'i'i'.fcm.unicamp.br 
PARECER PROJETO: N° 543/2005 
CAAE: 1450.0.146.000-05 
PROJETO: "ESTUDO DA ATIVA<;::AO DO TNF-ALFA E DO FATOR DE 
TRANSCRI<;::AO NF-KB EM RESERVATORIOS ILEAIS DE DOENTES OPERADOS 
PORPOLIPOSE ADENOMATOSA FAMILIARE RETOCOLITE ULCERATIVA" 
PESQUISADOR RESPONSA. VEL: Raquel Franco Leal 
INSTITUI<;AO: HC!UNICAMP 
APRESENTA<;AO AO CEP: 12/09/05 
ll- OBJETIVOS 
Avaliar doentes portadores de retocolite ulcerativa (RClli) e de polipose adenomatosa 
familiar (PAF), submetido~ a retocolectomia total com reservat6rio ileal, quanto aos resultados 
funcionais, aspectos endosc6picos do mesmo, e presen~ de atividade inflamat6ria nos 
reservat6rios. 
m-suMARio 
Trata-se de urn projeto de mestrado que vai pesquisar uma popula~ao de 20 pacientes 
submetidos a retocolectomia total com reservat6rio ileal em J, sendo 10 doentes portadores de 
RClli e 10 portadors de PAF operados o periodo de 1992 a 2002 pelo grupo de Coloproctologia 
da Disciplina de Moh\stias do Aparelho Digest6rio da FCMIUNICAMP. Dentre os participantes 
50% serao doentes do sexo masculino, com media de 37,7 anos. Os pacientes serao submetidos a 
reservatorioscopia, a fim de coletar biopsias e avaliar aspectos endosc6picos, serao obtidas 
capturas de imagens, sera feita a analise da atividade inflamat6ria. 0 grupo controle sera 
formado por 10 pacientes que fariio colonoscopia por outros motivos 
IV-COMENTAluOSDOSRELATORES 
Apos respostas as pendencias, o protocolo encontra-se adequado, bern como o TCLE. 
V- PARECER DO CEP 
0 Comite de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciencias Medicas da UNICAMP, ap6s 
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e 
atendendo todos os dispositivos das Resolu~oes 196/96 e complementares, bern como ter 
- 1 -
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aprovado o Termo do Consentimento Livre e E"sclarecido, assim como todos os anexos incluidos 
na Pesquisa, resolve aprovar sem restriyoes o Protocolo de Pesquisa supracitado. 
0 conteudo e as conclusoes aqui apresentados sao de responsabilidade exclusiva do 
CEP/FCMIUNICAMP e nao representam a opiniao da Universidade Estadual de Campinas nem 
a comprometem. 
VI - INFORMA<:OES COMPLEMENTARES 
0 sujeito da pesquisa tern a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu 
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizayao alguma e sem prejuizo ao seu 
cuidado (Res. CNS 196/96 - Item IV.l.f) e deve receber uma c6pia do Termo de Consentimento 
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d). 
Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e 
descontinuar o estudo somente ap6s amilise das razoes da descontinuidade pelo CEP que o 
aprovou (Res. CNS Item III.l.z), exceto quando perceber risco ou dano nao previsto ao sujeito 
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a urn dos grupos de 
pesquisa (Item V.3.). 
0 CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o 
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas 
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro 
centro) e enviar notificayao ao CEP e a Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA -
junto com seu posicionamento. 
Eventuais modificayoes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de 
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. 
Em caso de projeto do Grupo I ou TI apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou 
patrocinador deve envia-las tambem a mesma junto com o parecer aprovat6rio do CEP, para 
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item III.2.e) 
Relat6rios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos 
estabelecidos na Resoluyao CNS-MS 196/96. 
VII - DATA DA REUNIAO 
Homologado na IX Reuniao Ordinaria do CEP/FCM, em 27 de setembro de 2005. 
Profa. D~'J Silvia Bertuzzo 
PRESIDENTE DO COMIT~~E ETICA EM PESQUISA 
FCM I UNICAMP 
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8.4 Anexo 4 - Comprovante de aprovação do projeto e do Termo do 
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pelo Comitê de Ética em Pesquisa 
(CEP) da Unicamp, como adendo do parecer registrado sob n° 543/2005. 
CEP, 2111011 4. 
(PARECER CEP: N<' 54312005) 
I - IDENTIFICACAO: 
Universldade Estadual de Camplnas 
PrO-Reltona de Pesquisa 
Comlte de Etica em Pesquisa 
PARECER 
UNICAMP 
PROJETO: " ESTUDO DA ATIVACAO DO TNF-ALFA E DO FA TOR DE TRANSCRICAO 
NF-KB EM RESERVAT6RtOS ILEAIS DE DOENTES OPERADOS POR POLIPOSE 
ADENOMATOSA FAMILIAR E RETOCOLfTE ULCERATIVA". 
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Raquel Franco Leal 
II - PARECER DO CEP. 
0 Comit~ de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) 
aprovou o adendo que indui o subprojeto "VIAS DE AUTOFAGIA EM MUCOSA DE 
RESERVAT6RIO ILIAL DE DOENTES OPERADOS POR POLIPOSE ADENOMATOSE 
FAMILIAR E RETOCOLITE ULCERATIVA INESPECIFICA" , bem com o Termo de 
Consentimento Livre e Esclarecido para pacientes e para controle, alem do Regulamento 
do Biorreposit6rio, referente ao protocolo de pesquisa supracitado. 
Recomendamos que o relat6rio parcial da pesquisa seja apresentado para 
avalia<;ao desde CEP. 0 modelo do relat6rio esta disponivel no site do CEP. 
Ill - OAT A DA REUNIAO. 
Homologado na IX Reuniao Ordinaria do CEP/UNICAMP, em 21 de outubro de 2014. 
Rua: Tessl\lia Vieira de Camargo, 126 
13083-887 Campinas - SP 
<!) http:J/www.prp.unlcamp.br/index.phplcomite-de-etica-em-oesguisa 
FoneiFax (019) 3521-8936 




8.5 Anexo 5 – Figura suplementar - Coloração com Ponceau das membranas 
da técnica de Imunoblot usado como controle da quantidade das amostras 
aplicadas e transferência das proteínas para a membrana. 
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8.6 Anexo 6 - Artigo publicado 
O artigo científico referente a presente tese foi publicado online dia 
8 de fevereiro de 2018, na Revista “Scientific Reports” – Nature 
(doi:10.1038/s41598-018- 20938-5). 
